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LINEA CELULAR PRODUCTORA DE EMTROPOYETIN^/^UMANA 
RECOMBINANTE Y LA ERITROPOYETINA HUMANA RECQI^BINANgE 
PRODUCIDA POR ESTA CELULA \ ~ y 

I. Descripcion Tecnica de la Invencion 

Una linea celular productora de eritropoyetina (EPO) humana recombinante, y la 
EPO producida por esta. Aislamiento y construccion de un gen codificante para EPO, su 
clonado en plasmidos apropiados para la transfeccion de celulas de mamifero. La 
seleccion de lineas productoras de EPO, su cultivo y produccion de EPO recombinante. 

II. Campo Tecnico de la Invencion 

La presente invencion se refiere a una linea celular productora de EPO 
recombinante que incluye una secuencia codificante para EPO con un solo promotor 
que regula su expresion. La presente invencion se refiere tambien a un metodo para 
producir EPO. 

III. Estado de la Tecnica 

La EPO es una glicoproteina que estimula la diferenciacion de eritroblastos en la 
medula osea, incrementando asi el numero de eritrocitos en la sangre. La vida promedio 
de los eritrocitos en humanos es de 120 dias, por lo cual un ser humano pierde 1/120 de 
sus eritrocitos cada dia. Esta perdida debe ser continuamente repuesta para mantener 
estable la cantidad de globulos rojos. 

La existencia de la EPO fue postulada desde principio de siglo y fue 
definitivamente demostrada por Reissman y Erslev a principios de los 50' . Ver Carnot, 
et al., C.R. Acad. ScL, (Francia), 143, 384-6 (1906); Carnot, et al., C.R. Acad ScL 9 
(Francia), 143, 432-5 (1906); Carnot, et al., CR. Soc. Biol, 111, 344-6 (1906); Carnot, 
an Soc. Biol, 111, 463-5 (1906); Reissman, Blood, 1950, 5, 372-80 (1950) y Erslev, 
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Blood, 8, 349-57 (1953). Los experimentos de Reissman y Erslev fiieron rtolciamentej^ 

v*^'* * — 

confirmados por otros investigadores. Ver Hodgson, et al., Blood, 9, 299-30? 
Gordon, et al., Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 86, 255-8 (1954) y Borsook, et al., Blood, 9, 
734-42(1954). 

La individualization del sitio de production desperto un gran debate. Sucesivos 
trabajos llevaron a identificar al rifion como el principal organo y a las celulas 
intersticiales peritubulares como el sitio de sintesis. Ver Jacobson, et al., Nature, 179, 
633-4 (1957); Kuratowska, et al., Blood, 18, 527-34 (1961); Fisher, Acta Hematol, 26, 
224-32 (1961); Fisher, et al., Nature, 205, 611-2 (1965); Frenkel, et al., Ann. N. Y. Acad. 
Sci., 149, 1, 292-3 (1968); Busuttil, et al., Proc. Soc. Exp. Biol. Med, 137, 1, 327-30 
(1971); Busuttil, Acta Haematol., (Suiza), 47, 4, 238-42 (1972); Erslev, Blood, 44, 1, 
77-85 (1974); Kazal, Ann. Clin. Lab. Set, 5, 2, 98-109 (1975); Sherwood, et al., 
Endocrinology, 99, 2, 504-10 (1976); Fisher, Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol, 28, 101- 
22 (1988); Jelkmann, et aL, Exp. Hematol., 11, 7, 581-8 (1983); Kurtz, et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci., (EE.UU.), 80, 13, 4008-11 (1983); Caro, et al, J. Lab. Clin. Med, 
103, 6, 922-31 (1984); Caro, et al., Exp. Hematol, 12, 357 (1984); Schuster, et al., 
Blood, 70, 1, 316-8 (1986); Bondurant, et al., Mol. Cell. Biol, 6, 7, 2731-3 (1986); 
Bondurant, et al., Mol. Cell Biol, 6, 1, 2731-3 (1986); Schuster, et al., Blood, 71,2, 
524-7 (1988); Koury, et al., Blood, 71, 2, 524-7 (1988); Lacombe, et al., J. Clin. Invest., 
81, 2, 620-3 (1988); Koury, et al., Blood, 74, 2, 645-51 (1989). 

Una proportion menor, de 10% a 15% del total de la EPO, es producida por el 
higado en adultos. Ver Naughton, et al., J. Surg. Oncol, 12, 3, 227-42 (1979); Liu, et 
al., J. Surg. Oncol, 15, 2, 121-32 (1980); Dornfest, et al., Ann. Clin. Lab. Sci., 11, 1, 
37-46 (1981); Dinkelaar, et al., Exp. Hematol, 9, 1, 796-803 (1981); Caro, et al., Am. J. 
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Dornfest, et al., J. Lab. Clin. MeWoi, 2, 274$§fcl983); 

Naughton, et al., yl/w. C/m. Za6. 5c/., 13, 5, 432-8 (1983); Jacobs, et al., NS^^^^^ 
6005, 806-10 (1985); Erslev, et al., Med Oncol Tumor. Pharmacother ■., 3, 3-4, 159-( 
(1986). La EPO se produce proporcionalmente al grado de hipoxia de los tejidos, y su 
expresion crece mediante el aumento del niimero de celulas productoras. 

La EPO es una proteina que ha demostrado gran eficacia para el tratamiento de 
anemias causadas por diferentes factores, en especial la anemia de origen renal. Sin 
embargo, su disponibilidad terapeutica estuvo limitada hasta hace poco tiempo por la 
falta de un metodo de produccion masivo, ya que la cantidad y calidad de la EPO 
obtenida por cualesquiera de los sistemas extractivos conocidos eran insuficientes. 
Recientemente, el uso de tecnicas de ADN recombinante ha viabilizado la obtencion de 
protemas en grandes cantidades. La aplicacion de estas tecnicas a celulas eucarioticas ha 
permitido la produccion a gran escala de EPO. Ver patentes EE.UU. 5.688.679 
(Powell), 5.547.933 (Lin), 5.756.349 (Lin), 4.703.008 (Lin) y 4.677.195 (Hewick et al.) 

Las tecnicas de ADN recombinante son ampliamente conocidas y utilizadas en 
la actualidad. Las mismas estan basadas en el manejo de distintos elementos geneticos 
que permiten, entre otros usos, armar y transferir construcciones geneticas, y que como 
consecuencia viabilizan la produccion de proteinas recombinantes y el estudio de 
mecanismos biologicos. 

Ver Frank-Kamenetskii, "Unraveling DNA" [Samaia Glavnaia Molekula] 
(Addison Wesley Longman Inc., Reading, Massachusetts, 1997); Brown, "Gene 
Cloning" (Chapman & Hall, London, England, 1995); Watson, et al., "Recombinant 
DNA", 2nd Ed. (Scientific American Books, New York, New York, 1992); Aberts et al., 
"Biologia Molecular de la Celula" (Ediciones Omega, 1990); Innis et al., Eds., "PGR 
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Protocols. A Guide to Methods and Applications" (Academic Press Inc., Sa|l|&iego, 
California, 1990); Ehrlich, Ed., "PCR Technology. Principles and Applications fdfcpjfJA^ 
Amplification" (Stockton Press, New York, New York, 1989); Sambrook et al., 
"Molecular Cloning. A Laboratory Manual" (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
1989); Bishop et al., "Nucleic Acid and Protein Sequence. A Practical Approach" (IRL 
Press 1987); Reznikoff, Ed., "Maximizing Gene Expression" (Butterworths Publishers, 
Stoneham, Massachusetts, 1987); Davis et al., "Basic Methods in Molecular Biology" 
(Elsevier Science Publishing Co., New York, New York, 1986); Watson, "The Double 
Helix" (Penguin Books USA Inc., New York, New York, 1969) 

Una descripcion a grandes rasgos de los aspectos de la biologia en que se basan 
las tecnicas de ADN recombinante es la siguiente: 

El material genetico de todas las celulas vivientes y algunos virus es el ADN 
(acido desoxirribonucleico) en forma de cadenas polimericas compuestas por cuatro 
nucleosidos diferentes, cada uno de los cuales es una purina o pirimidina ligada a una 
desoxiribosa que tiene ligado, a su vez, un grupo fosfato. Estos cuatro nucleosidos son: 
adenina (A); citosina (C); guanina (G); y timina (T). 

Las cadenas de ADN se forman por uniones entre los nucleosidos, en las cuales 
el fosfato de la posicion 5' de la desoxirribosa de un nucleosido se une a la posicion 3' 
de la desoxirribosa del nucleosido anterior. La sintesis sucede in vivo de 5' a 3*, y esta 
es la direccion en que por convencion se describen las secuencias de ADN. 

El ADN funcional se presenta como una doble helice de bases complementarias, 
en la que las cadenas se mantienen unidas entre si por los puentes de hidrogeno 
formados entre las A de una cadena y las T de la otra, y entre las C de una cadena y las 
G de la otra. Se habla por ello de "pares de bases". 
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Las cadenas son ademas antiparalelas, es decir que el extreme 5' de ||| helice^ 
se complementa con el extremo 3' de la otra, como se esquematiza seguida^ei^gip ; 



5'— TACGTAG— 3' 
3 » — ATGCATC — 5 ' 

La smtesis celular de proteinas comienza una vez que ciertas regiones del ADN 
son transcriptas a ARN mensajero, el que es luego traducido a proteina. Cada una de 
estas regiones de ADN codificantes para una proteina se denomina gen. 

La transcripcion consiste en la smtesis de cadenas de ARN (acido ribonucleic), 
mediante el copiado por parte de enzimas Uamadas ARN polimerasas, de ciertas 
regiones de los genes que son tomadas como molde. Se obtiene entonces una cadena de 
ARN antiparalela y complements al ADN copiado. A cada A del ADN corresponded 
una U en el ARN; a cada C, una G; a cada G, una C y a cada T, una A. Ver Fig. 1. El 
ARN se diferencia del ADN en que es mucho menos estable, el azucar que se liga a las 
purinas y pirimidinas es la ribosa en lugar de desoxirribosa y tiene uracilo (U) en lugar 
de Timina. 

Fig. 1. 

ADN molde 5' ^Uc""? 

ARNm sintetizado 3' UGCAUC-5 

Si se trata de celulas nucleadas, el ARNm sintetizado puede ser procesado en el 
nucleo (splicing) para resultar en ARNm maduro. Este proceso no se verifica en 
bacterias debido que las mismas no poseen nucleo. 

El ARNm maduro es entonces tornado como molde para ser traducido a 
proteina, en un proceso en el que participan fundamentalmente AR* de transferencia 
(ARNt, pequeiias cadenas de ARN que transports aminoacidos y los alinean 
especificamente para formar la proteina) y ribosomas. 

5 
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Cada aminoacido esta codificado por tres bases del ARNm (triplete^odon). ^ /f| 
Por ejemplo, la secuencia AUG en el ARNm corresponde al aminoacido Metio 

Los nucleotides de cada ARNm se traducen entonces a una secuencia especifica 
de aminoacidos, es decir a una proteina. 

El proceso de transcripcion y traduccion que resulta en la sintesis de la proteina 
codificada por el gen, se denomina "expresion de la proteina". 

EXPRESION 

/TRANSCRIPCI6N a ^ t TRADUCCION ^ CTXT A \ 

DN ARNra ► PROTbiNA * 

La cantidad de proteina expresada depende, entre otros factores, de ciertas 
regiones del ADN que se denominan promotores y que influyen en el numero de veces 
que el proceso se lleva a cabo por unidad de tiempo. 

Existen tambien secuencias de ADN que determinan la terminacion de la 
transcripcion (terminadores), y codones que determinan el final de la traduccion 

(codones de "stop"). 

A partir de los primeros anos de la decada del 70' se desarrollaron las 
"herramientas" (enzimas de restriccion, etc.) y tecnicas que dieron origen a la 
tecnologia del ADN recombinante. 

En el presente podemos, entre otras aplicaciones de la tecnologia, aislar 
fragmentos de ADN, naturales o no, e insertarlos en celulas (bacterias, levaduras, 
celulas de insecto y de mamiferos, entre otras) para conseguir que las celulas as! 
modificadas produzcan una proteina heterology como por ejemplo EPO. Las proteinas 
obtenidas por este proceso se denominan proteinas recombinantes. 
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El eampo de aplicacion no esta limitado a celulas en cultivo, ya q»e lo|ghes 
p U eden ser .ambi6n incorporados a organismos multicelulares (plantas, ^^T^ 

mamiferos y peces, entre otros). 

La expresion de prCeinas he.erologas requiere basicamen.e contar con k. 

siguientes elementos: 

1. Un gen codificante para la proteina deseada. Puede obtenerse por diferentes 

tecnologias: 

A. aislamiento a partir de bibliotecas genomicas; 

B. por sintesis in vitro de cadenas de ADN. Hay equipos comercialmente 
disponibles que sintetizan hebras relativamente cortas de ADN, con las 
que puede "armarse" un gen; 

C. amplificacion. Se trata de una tecnologla que permite copiar un enorme 
numero de veces un fragmento de ADN que nos interese, por ejemplo un 
gen; 

D. otros, por ejemplo, a partir de ARN mensajero. 

2. Promotores adecuados para expresar la proteina en la celula de interes y en 
la cantidad y momento deseados. 

3. Terminadores adecuados, para que la transcripcion sea terminada 

correctamente. 

4. Vectores. Constructs geneticas que permiten direccionar el gen con su 
promotor y terminador hacia el interior de la celula que nos interesa, e 
instalar el gen, ya sea integrado en algun cromosoma o extra- 
cromosomalmente. Segun el sistema empleado, el gen incorporado puede 
permanecer indefinidamente en la celula y ser transmitido a su progenie, o 

7 
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perderse en un tiempo mas o menos breve. Existen multiples si«jtepias de ) l&i 

%<~£\: ./'?M 

vectores: virus naturales o modificados y plasmidos, entre otros^ntlusb'T 'i-is 



pueden usarse medios flsicos como la microinyeccion. Los virus y 
plasmidos son obtenidos de la naturaleza y modificados geneticamente in 
vitro para lograr las caracten'sticas deseadas. 
5. Otros. Adicionalmente pueden ser necesarios otros elementos geneticos para 
seleccionar por alguna caracteristica las celulas que recibieron el gen (por 
ejemplo, otro gen que otorga resistencia a antibioticos) o para conseguir 
aumentar el numero de copias del gen presente en cada celula (amplificacion 
genetica), entre otros. 
Un sistema ideal de expresion debe utilizar construcciones geneticas simples, de 
modo que se minimicen los riesgos de obtener sistemas geneticamente inestables o 
secuencias erroneas que resulten en productos no deseados. El uso de vectores y genes 
simples reduce el tiempo de desarrollo del sistema. 

Una consideracion fundamental es que la simplicidad genetica no puede ir en 
desmedro de la productividad ni de la calidad de la proteina producida. 

Para lograr la expresion de la proteina deseada, el gen de interes se incluye, 
mediante procesos de transfeccion y utilizando vectores adecuados, en el material 
genetico de la celula huesped. La transfeccion puede realizarse por diferentes tecnicas, 
por ejemplo la electroporacion, la precipitacion con fosfato de calcio, el uso de 
liposomas, etc. 

El gen de interes puede asociarse a otros genes que son conocidos por conferir 
resistencia, por ejemplo, a antibioticos como la Geneticina o a agentes toxicos como el 
Metotrexato (MTX). Esta asociacion permite seleccionar las celulas transfectadas 
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establemente, es decir aquellas que son capaces de reproducir y transmitir |Men de 
interes a su progenie. La asociacion tambien permite seleccionar las celulas <*^gfe£ 
productividad. 

El producto recombinante obtenido se identifica mediante analisis de su peso 
molecular, su secuencia de aminoacidos, su actividad biologica, etc. 

Las tecnicas de ingenieria genetica conocidas hasta el presente para la production 

de EPO se caracterizan por: 

1. Utilizar genes de EPO que incluyen fragments de regiones flanqueantes 5' 
y 3' del mismo gen que no codifican para la proteina. Se considera que la 
presencia de elementos de control de la expresion ubicados en dichas 
regiones no codificantes es necesaria y aumenta la produccion de EPO. Ver 
patente EE.UU. 5.688.679. 

2. Utilizar vectores. de expresion con varios promotores diferentes, 
fundamentado en que la combinacion de promotores induce una mayor 
produccion de EPO. Al presente, el uso de un solo promoter en el vector ha 
resultado en un bajo de nivel de expresion de la proteina. Ver patentes 
EE.UU. 4.703.008, 4.677.195 y 5.688.679. La produccion promedio de EPO 
utilizando un solo promotor es de 200 ug/l/dia. La produccion maxima de 
EPO informada utilizando un solo promotor es de 10 mg/l/dia. 

3. La inestabilidad potencial de los sistemas geneticos y por ende de la 
produccion de EPO debido a la complejidad de las construcciones geneticas 
usadas. 
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TV. Descripcion de la Invencion J£ } if 

La invencion reivindicada consiste en una linea celular eucariotica prod^o^de - 
EPO hum ana recombinante, obtenida a traves de la transfeccion con un vectdr^de^.-" 
expresion que incluye un gen codificante para EPO humana, un unico promotor y un 
terminador como elementos de control de la expresion. SEC 1 identifica la secuencia de 
aminoacidos de EPO para la que codifica el gen utilizado. 

Una de las ventajas de la presente invencion es que. el gen codificante para EPO 
utilizado no incluye fragmentos de regiones flanqueantes 5' y 3' del gen de EPO que no 
codifican para la proteina. Aun asi, el sistema reivindicado produce gran cantidad de 
EPO. 

Una ventaja adicional de la presente invencion es la produccion de grandes 
cantidades de EPO mediante el uso de vectores de expresion con un solo promotor. 
Mediante el metodo reivindicado se obtienen mas de 50 mg de EPO por litro de cultivo 
por dia, o sea mas de cinco veces la produccion de EPO reclamada por los metodos 
conocidos. 

La combinacion del gen codificante para EPO utilizado en esta invencion y un 
promotor simple demostro, sorpresivamente, funcionar con gran eficiencia, 
obteniendose celulas establemente transfectadas que producen cantidades de EPO 
comparables o superiores a las reportadas usando construcciones geneticas teoricamente 
mas adecuadas, pero mucho mas complejas y dificiles de manejar en la practica. 

Una ventaja adicional de la invencion reivindicada es la cotransfeccion con dos 
vectores que confieren resistencias diferentes, facilitando la seleccion, amplificacion 
genetica y mantenimiento de las celulas productoras cotransfectadas. 

Para obtener la Hnea celular objeto de la invencion reivindicada, se prepara, 
primeramente, ADN genomico extraido de globules blancos humanos. El gen 
codificante para EPO se obtiene a partir del ADN preparado. Para ello el gen se 
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amplifica utilizando primers que evitan la presencia regiones uanqueantc* ^ ^ 

gen de EPO que no codifican para la proteina. Estos primers incluyen en su e^^gg^ 
sitios de restriccion, que quedan entonces insertados a ambos extremos del gen aislScT^ 
y facilitan los clonados subsiguientes. 

Posteriormente, se clona el gen amplificado en un vector bacteriano y se precede 
a su secuenciacion. Una vez comprobada la secuencia obtenida, se clona el gen en los 
sitios Xho I-Hind III de un vector de expresion para celulas eucarioticas que utiliza, 
para controlar la expresion, solo el promotor temprano de SV 40 y su terminado, El 
vector confiere resistencia a Geneticina y a Ampicilina. 

Luego se cotransfectan celulas CHO con el vector de expresion obtenido y un 
segundo vector que confiere resistencia a Metotrexato. 

Entonces se seleccionan las celulas transfectadas establemente por su resistencia 
a Geneticina y se amplifica la expresion de EPO seleccionando las celulas resistentes a 
cantidades crecientes de Metotrexato. 

Finalmente, se eligen clones de acuerdo a su productividad medida por PJE. Los 
sobrenadantes de cultivo de los clones mas productivos se utilizan para comprobar la 
identidad de la EPO producida y su actividad biologica mediante pruebas SDS-PAGE, 
"Western Blot", tratamiento con glicanasas seguido de SDS-PAGE, isoelectroenfoque, 
secuencia completa de la proteina y actividad biologica in vivo en ratones policitemicos 
ex hipoxicos comparada con el estandar intemacional de EPO. 

Los procesos enumerados se realizan siguiendo tecnicas de.biologia molecular 

que se ejemplifican como sigue. 

EJEMPLO 1. PREPARACION DE ADN GENOMICO HUMAN O 

Se extrajeron 10 ml de sangre en 10 mM EDTA pH 8 de un individuo adulto de 
sexo masculino y clinicamente sano. Se transfirio en alicuotas de 5 ml a dos tubos de 50 
ml y se agregaron, en cada uno, 45 ml de una solucion de 0,3 M sacarosa, 10 mM Tris- 
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HC1 pH 7,5, 5 mM MgCl 2 y 1 % Triton X 100, mantenida a 4°C. | j ^ 

Se dejo reposar en hielo por 10 minutos y se centrifugo 10 minutos a^gO g y 
4°C, se descarto el sobrenadante y el pellet se lavo varias veces con una soluci6iftHW^^ 
M NaCl y 0,025 M EDTA P H 8, centrifugando cada vez 1 0 minutos a 1 .000 g y 4 °C. 

Se resuspendio en 3 ml de una solucion 10 mM Tris-HCl pH 8, 400 mM NaCl, 
2 mM EDTA pH 8; se agregaron entonces 200 m de 10 % SDS (dodecilsulfato de 
sodio) y 500 ul de proteinasa K (1 mg/ml en 1% SDS y 2 mM EDTA pH 8), y se 
incubo durante una noche a 37 °C. 

Luego de esta incubacion, se agrego 1 ml de solucion saturada de NaCl y luego 

de agitar se centrifugo a 2.500 g por 1 5 minutos. 

Se transfirio el sobrenadante a un tubo de 15 ml donde se duplico el volumen 
mediante el agregado de isopropanol. Se mezclo suavemente por inversion del tubo y se 
dejo a temperatura ambiente hasta que se formo un precipitado de ADN que fue 
"pescado" con una pipeta Pasteur de vidrio doblada. 

Se coloco el ADN en un tubo de 2 mL y se agrego 1 mL de etanol 70 %, se dejo 
durante un minuto, y luego se descarto el sobrenadante, se dejo secar el precipitado para 
disolverlo luego en 500 pi de TE (10 mM Tris-HCl pH 8 - 1 mM EDTA). 

Se calculo la concentracion de la solucion de ADN midiendo a 260 run la 
absorbancia de una dilucion 1:1000 de esta solucion; por cada unidad de densidad 
optica se considero tener 50 ug de ADN genomico. Conocida la concentracion se 
preparo una solucion con 500 ng de ADN genomico/ul en TE. 
EJEMPLO 2. AISLAMIENTO DEL GEN CODIFICANTE PARA EPO 

Se preparo el gen codificante para EPO a partir de 500 ng del ADN genomico 
humano obtenido en el ejemplo 1, con 400 ng de cada uno de los primers EPO 1 y EPO 
2; en una solucion acuosa 2,5 mM en cada deoxinucleotido (dATP, dCTP, dGTP y 
dTTP), con 2,5 unidades de Taq ADN polimerasa (Perkin-Elmer) en un volumen final 
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de 100 ul, utilizando el buffer recomendado por el fabricante. Se utilize ||jfequipo 
Thermal Cycler 480 de Perkin Elmer - Cetus que se programo para 30 ci^^"V 
minuto a 93 °C, 1 minuto a 55 °C y 3 minutos a 72 °C. De la reaccion se obtm 
fragmento de aproximadamente 2.170 pares de bases conteniendo el gen de EPO. 
La secuencia de los oligonucleotides empleados fue : 

EPO 1: 5 1 GAATTCTCGAGATGGGGGTGCACGGTGAG 3' (SEC 2) que 
corresponde a las primeras bases que son traducidas del gen de la EPO con 
el agregado en su extreme 5' de un sitio de reconocimiento para la enzima 
Xho I y uno para Eco RI, que son utilizados en los clonados posteriores. 

EPO 2: 5' AAGCTTCATCTGTCCCCTGTCCTGCA 3', (SEC 3) que cs 
complementario a las ultimas bases traducidas y a aigunas de la parte 3' no 
codificante del gen de la EPO, tiene agregado en su extremo 3 1 un sitio de 
reconocimiento para la enzima Hind III para ser usado en clonados 
posteriores. 

La secuencia obtenida es la siguiente (SEC 4): 
^alte/WSlgggggtgcacggtgagtacte 

tagcgccccggctattggccaggaggtggctgggttcaaggaccggcgacttgtcaaggaccccggaagggggaggggg 

gtggggcagcctccacgtgccagcggggacttgggggagtccttggggatggcaaaaacctgacctgtgaaggggacaca 

gmgggggttgaggggaagaaggmgggggttctgctgtgccagtggagaggaagctgataagctgataacctgggcg^^ 

ggagccaccacttatctgccagaggggaagcctctgtcacaccaggattgaagtttggccggagaagtggatgctggtagct 

gggggtggggtgtgcacacggcagcaggattgaatgaaggccagggaggcagcacctgagtgcttgcatggttggggaca 

ggaaggacgagctggggcagagacgtggggatgaaggaagctgtccttccacagccacccttctccctccccgcctgactc 
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tcagcctggctatctgttctagaatgt^ 

gg cgccccaccacgcctcatctgtgacagccgagtcctggagaggtacctcttggaggccaaggaggccgaga^^cg. r . 
gtgagaccccttccccagcacattccacagaactcacgctcagggcttcagggaactcctcccagatccaggaacctggd^ 
tggtttggggtggagttgggaagctagacactgcccccctacataagaataagtctggtggccccaaaccatacctggaaact 
aggcaaggagcaaagccagcagatcctacggcctgtgggccagggccagagccttcagggacccttgactccccgggctg 
tgtgcamcagacgggctgtgctgaacactgcagcttgaatgagaatatcactgtcccagacaccaaagttaatttctatgcctg 
gaagaggatggaggtgagttcctttttttttttttttcctttcttttggagaatctcatttgcgagcctgattttggatgaaagggagaa 
tgatcgggggaaaggtaaaatggagcagcagagatgaggctgcctgggcgcagaggctcacgtctataatcccaggctga 
gatggccgagatgggagaattgcttgagccctggagtttcagaccaacctaggcagcatagtgagatcccccatctctacaaa 
catttaaaaaaattagtcaggtgaagtggtgcatggtggtagtcccagatatttggaaggctgaggcgggaggatcgcttgag 
cccaggaatttgaggctgcagtgagctgtgatcacaccactgcactccagcctcagtgacagagtgaggccctgtctcaaaaa 
agaaaagaaaaaagaaaaataatgagggctgtatggaatacaltcattattcaucactcactcactcactcattcattca^^^ 
attcaacaagtcttattgcataccttctgtttgctcagcttggtgcttggggctgctgaggggcaggagggagagggtgacatg 
ggtcagctgactcccagagtccactccctgtaggtcgggcagcaggccgtagaagtctggcagggcctggccctgctgtcg 
gaagctgtcctgcggggccaggccctgttggtcaactcttcccagccgtgggagcccctgcagctgcatgtggataaagccg 
tcagtggccttcgcagcctcaccactctgcttcgggctctgggagcccaggtgagtaggagcggacacttctgcttgccctttc 

tgtaagaaggggagaagggtcttgcuaggagtacaggaactgtccgte 

gmtctccttggcagaaggaagccatctcccctccagatgcggcctcagctgctccactccgaacaatcactgctgacacm^ 
cgcaaactcttccgagtctactccaatttcctccggggaaagctgaagctgtacacaggggaggcctgcaggacaggggaca 

gztgaaagctt 

El primer codon atg traducido, asi como el codon tga de "stop", estan 
subrayados. Las secuencias de sitios de restriccion usados para el clonado aparecen en 
negrillas italicas. 

EJEMPLO 3. CLONADO Y SECUENCIACION DEL GEN AISLADO 

El fragmento de aproximadamente 2.170 bases correspondiente al gen de la 
EPO, fue purificado, hechos sus extremes romos por tratamiento con el fragmento de 
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Klenow de la ADN polimerasa y clonado en el sitio Sma I M vector ^^(p 
siguiendo tecnicas estandar aplicadas en biologia molecular. Los pS^C< 
recombinantes obtenidos se cortaron con las enzimas Xho I e Hind III, se comprob^f — 
presencia del inserto por electroforesis del producto de los cortes de restriccion en un 
gel 0,8 % de agarosa revelado por tincion con bromuro de ctidio. Se eligio un clon 
positivo (dos bandas, una de alrededor de 2.200 pares de bases y otra correspondiente al 
vector linearizado) y secuencio siguiendo la tecnica de Sanger en forma manual 
utilizando "T7 sequencing kit" (Pharmacia) y con el uso de un secuenciador automatico 
370 A de Applied Biosystems International, siguiendo para cada sistema de 
secuenciacion los protocols recomendados por los fabricates. 
EJEMPLO 4. VECTORES PARA CELULAS EUCARIOTICAS 
A. Construccion del Vector pVex 1 

Se construyo siguiendo las tecnicas usuales de biologia molecular. Consiste en: 

a) fragments del vector bacteriano P BR322, que aportan un origen de 
replicacion bacteriana y resistencia a ampicilina, para amplificacion y 

seleccion del vector en E. coli. 

b) inmediatamente a 3' de a) se encuentra el promotor temprano de virus SV40, 
permite conseguir expresion de los genes clonados a 5' de este elemento. 

c) inmediatamente a V de b) siguen sitios de clonado Xho I c Hind III, para 
insertar los genes a expresar. 

d) inmediatamente a V de c) se halla la serial de poliadenilacion de virus SV40, 
para obtener la correcta poliadenilacion de los transcriptos especificos del 
gen clonado en c). 

e) inmediatamente a 3' de d) se encuentra el promotor TK y el gen codificante 
de neomicina fosfotransferasa mas su senal de poliadenilacion, para permitir 
seleccionar las celulas establemente transfectadas mediante seleccion por 
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resistencia a la neomicina y antibioticos derivados de esta 
geneticina. El extremo 3' de e) esta ligado al extreme 5' de a). 
Un especimen del vector pVex 1 se encuentra depositado en la Asociao 
Banco Argentino de Celulas, num. deposito ABAC-P-001. 
B. Vector pDHFR 

n »ra <:u seleccion en bacterias 
El vector pDHFR confiere resistencia a amp.cl.na para su 

e inc.uye e, ADN copra codificante para dehidrofolatoreductasa (DHFR) de ra,6„, cuya 
expresi6n esta controlada por el promotor temprano de virus SV40 , su seha, de 

poliadenilacion. 

La coexpresion de DHFR y e, gen codifreante pa,. EPO petite, mediante ,a 
seleccion con agregado de metotrexate (MTX) en e. medio de cultivo, amplify un 
cierto numero de veces ia ex P resi6n de EPO lograda eon e, vector P Vex 1 -EPO. 

U» especimen del vector p DHFR se encuentra depositado en .a Asociacon 
Banco Argentine de Celulas, num. deposito ABAC-P-002. 

EJEMPLO 5. CLONADO DEL GEN CODIFICANTE PARA EPO EN EL 
VECTOR DE EXPRESION 

E1 gen secuenciado fite extraido escindiendolo con las enzimas Xho 1 - Hind 111 
de, vector en e, one se ,0 clone- en el eiemplo 3. Fue entonces aislado y donado en los 
mismos sitios de res,ricci6n de, vector pVex ,. Se ais,6 «n Con positivo pVex-EPO. 

Todas estas operaciones se l.evaron a cabo siguiendo ,as tecnicas .rationales 
de ingenieria genetica. Ver Brown, "Gene Cloning" (Chapman * Ha„, London, 
Eng.and, 1995); Watson, e, a,., "Recombinant DNA», 2nd Ed. (Scientific American 
Boo.cs, New Yor k , New Yo*. ,992); SambrooK e, al., "Molecular Coning. A 
Laboratory Manual" (Co,d Spring Harbor Laboratory Press, ,989); Bishop e, a,., 
nucleic Acid and Protein Sequence. A Practical Approach" (.RL Press ,987); Davis e, 
a ,, "Basic Methods in Mol=cu,ar Biology" (Elsevier Science Publishing Co., New 
York, New York, 1986) 
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EJEMPLO 6 . COTRANSFECCION Y AMPLIFICACION CON MTX 

Se utilize una Hnea celular CHO (Chinese Hamster Ovary), de 
hamster, mutada para ser deficiente en el gen de la enzima DHFR (CHO-DHFR-), en 
modo de facilitar la amplification genetica con MTX. 

Durante todo el proceso las celulas se creciercn a 37 °C en una atmosfera con 

5% de CO z . 

Se cotransfectaron celulas CHO; para ello se siguio la tecnica del fosfato de 
calcio que, para una caja de Petri de 90 mm de diametro, consiste en : 

a) Cambiar el medio de cultivo, que es alfa-MEM adicionado con 10 % de 
suero fetal bovino, por medio fresco 4-8 horas antes de la transfeccion. 

b) Agregar a un tubo de 5 ml, 500 ul de una solution 10 gr/1 HEPES de pH 7,1; 
16 gr/1 NaCl y 10 ul de una solution 35 mM de Na 2 HP0 4 y 35 mM de 
NaH 2 P0 4 . 

c) Preparar en otro tubo de 1,5 ml una solution con 60 ul de 2 M CaCl 2 y 10 
^g de cada ADN a transfectar (pVex-EPO y pDHFR), llevando a 500 ul cox, 
H z O. El plasmido pDHFR que se describe en el ejemplo 2 esta basado cn 
pBR 322, confiere resistencia a ampicilina, puede replicarse en E. coli, tiene 
clonado el gen de DHFR entre el promotor temprano y el terminador de 
SV40, y permite la expresion de la proteina DHFR en las celulas CHO. Esta 
proteina confiere resistencia a Metotrexato, el que puede ser usado entonces 
para selections celulas que poseen alta productividad de EPO. 

d) Agregar al tubo con Hepes la solution de ADN y CaCl 2 gota a gota mientras 
se burbujea aire para conseguir un mezclado veloz y que las concentraciones 
locales sean lo mas pequenas posibles, lo que posibilita la formacion de un 
precipitado muy fino que es incorporado mas eficientemente por las celulas. 

e) Dejar reposar 30 minutos y luego verter sobre las celulas. 
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f) Distribuir bien, agitando suavemente, y dejar toda la noche en *|gj>^ » 
37°C en atmosfera de C0 2 5%. 

g) Lavar 2 veces con PBS (8 gr NaCl, 0,2 gr KC1, 1,44 gr Na 2 HPo3fej^ 
NaH 2 P0 4 , llevado a 1 litro con H 2 0 y a pH 7,4 con HC1 y agregar medio de 

cultivo fresco. 

Veinticuatro horas despues de la transfeccion se comenzo a seleccionar con 
Geneticina (G 418) en una concentracion final de 600 ug/ml. Las celulas que 
incorporaron establemente el plasmido pVex-EPO fueron capaces de resistir el 
antibiotico mientras todas las demas habian muerto al cabo de 25 dias. Se separaron 
colonias resistentes y se ensayo su productividad. Una vez aislados los clones se 
eligieron los tres de mejor productividad. 

Aprovechando las construcciones geneticas utilizadas en la invention se hizo 
con cada uno de los tres clones una selection con un segundo agente selectivo: MTX a 
diferentes concentraciones : 10' 8 M, KT' M, 10* M, 10* M. Para ello se cambio el 
m edio de cultivo a alfa-MEM sin nucleosidos, suplementado con 10 % de suero fetal 
bovino dializado. Es un factor critico que la dialisis se lleve a cabo segun el siguiente 
esquema: para 100 ml de suero se coloca el suero en una bolsa de dialisis de porosidad 
menof a 3.000 Da (una porosidad mayor haria perder factores de crecimiento con lo 
cual las celulas no podrian crecer y reproducirse), se cierra la bolsa hermeticamente y se 
sumerge completamente en un recipiente con 5 litros de agua bidestilada, se deja a 4 °C 
durante 12 horas; a las 12 horas se descarta el agua y se agregan otros 5 litros; se deja 
otras 12 horas a 4 °C y luego se saca la bolsa de dialisis y se recupera el suero. Dializar 
durante periodos mas cortos, o en volumenes mas pequenos, o sin cambiar el agua no 
serviria, ya que una pequena proporcion de nucleotidos podria quedar en el suero, con 
lo que la seleccion con MTX no funcionaria. Dializar por periodos mas largos tampoco 
serviria ya que algunas proteinas, necesarias para el crecimiento de las celulas podrian 
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precipitar y perderse. |!f^ ^ 

EJEMPLO 7. AISLAMIENTO DE CLONES DE ALTA PRODUCTIVID, ^ 

Los clones que crecieron en 10" 7 M y 10 6 M de MTX fueron 
amplificados en medio fresco alfa-MEM sin nucleosidos suplementado con 10 % de 
suero fetal bovino dializado. Una vez crecidos se ensayo el sobrenadante de cultivo para 
medir la produccion y secrecion de EPO. Para ello, se uso un inmunoensayo especifico. 

El proceso descrito anteriormente concluyo con la seleccion de un clon de 
celulas recombinantes que producia 50.000 ug de EPO/litro de medio de cultivo/dia. 

Un especimen de las celulas recombinantes utilizadas se encuentra depositado 
en la Asociacion Banco Argentine de Celulas, num. deposito ABAC-L-200. 

Para comprobar que no existiesen errores en la secuencia del gen utilizado o en 
su transcripcion, se controlaron los transcriptos celulares espedficos de EPO come se 
describe en el ejemplo 8. Para identificar la proteina obtenida se procedio como se 
describe en el ejemplo 9. 

„t™ipi n 8 VFRIFICACION DE LA SECUENCIA DEL ARN MENSAJERO 
ESPECtF?CO ScmoToR LAS CELULAS RECOMBINANTES 

A. Preparacion de ARN de Celulas 

Se preparo ARN total a partir de una de las Hneas productoras segun el siguiente 

protocolo: 

a) Se lavo 2 veces con 10 ml de PBS una caja de Petri de 90 mm de diametro 
con celulas confluentes. 

b) Se agregaron 2 ml de buffer GTC, distribuyendolo por toda la placa. El 

buffer GTC se compone de: 

1) 50 gr de tiocianato de guanidinio 

2) 0,5 gr de N-Lauroilsarcosina 

3) 2,5 ml de citrato de sodio 1 M pH 7 
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4) 0,7 ml de p-mercaptoetanol /-f- 

5) 0,33 ml de 30 % antiespuma (SIGMA) 

6) H 2 0 c.s.p. 100 ml, pH 7,0 
Las celulas se lisaron y quedo una solucion altamente viscosa. Se tran^rtTta 

solucion a un tubo de 15 ml, y se repitio la operacion con otros 2 ml de buffer GTC. 

a) Se agito el tubo energicamente, durante 1 minuto, para romper el ADN. Se 
realizo un fraccionamiento en gradiente de cloruro de cesio. Para ello, se 
coloco en un tubo de ultracentrifuga, 4 ml de solucion de CsCl (95,97 gr . 
CsCl y 2,5 ml de Na Acetato 1 M P H 5,4 llevado todo a 100 ml con H 2 0). 
Sobre este y sin mezclar, se agrego la suspension de las celulas en GTC, 
llenando el tubo con buffer GTC y ultracentrifugando a 20 °C, 20 horas a 
31-000 rpm. 

b) En estas condiciones, el ARN quedo en el fondo del tubo pellet) y el ADN 
formo una banda que quedo a mitad del gradiente de cloruro de cesio. 

c) Se descarto el sobrenadante, cuidando de eliminar todo el ADN y dejando 
secar el ARN, en e\ pellet, por 5 minutos. 

d) Se disolvio el pellet en 200 ul de H 2 Q y se transfirio a un tubo de 1 ,5 ml. 

e) Se agregaron 200 ul de 0,4 M Na Acetato pH 4,8 y dos volumenes de etanol, 
mezclando bien y dejando 30 minutos a -80 °C. 

f) S e centrifugo en microcentnfuga a 14.000 rpm por 15 minutos, descartando 
el sobrenadante y enjuagando el precipitado con 1 ml de etanol 80 %. 

g ) Se seco y redisolvio e\ pellet en 100 p.1 de H z O. 

h) Se midio la concentracion de una dilucion 1:100 de la solucion de ARN, a 
260 nm (una unidad de densidad optica equivale a 40 p.g de ARN). 

Nota : Todas las soluciones y elementos utilizados estuvieron libres de ARNasa. 
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B. Preparacion de ADNc especifico ^ ~„. 

Se preparo el ADNc especifico con un kit para tal fin (cDNA Synthesl^y^rh. - 
Plus, Amersham - cat. RPN 1256) siguiendo sus instrucciones y usando el 
ft oligonucleotide EPO 2 como primer especifico. 

C. Clonado del ADNc Codificante Para EPO 

Se amplified 1/20 del ADNc obtenido, usando 400 ng de cada uno de los 
oligonucleotides EPO 2 y EPO 3 y 2,5 mM de cada deoxinucleotido, en el buffer 
adecuado y con 2,5 Unidades de Taq ADN polimerasa, en 100 ul totales. 

Se llevaron a cabo 35 ciclos de amplificacion de: 1 minuto a 93 °C, 1 minuto a 
£ 55 °C y 1 minuto a 72 °C. 

EPO 3 fue sintetizado como ya fue descritp para EPO 1 y EPO 2, y su 
secuencia (5 1 GAATTCCATGGGGGTGCACGAATGTCC 3') corresponde 
a las primeras 20 bases codificantes del ADNc de EPO, con e) agregado de 
un sitio de reconocimiento para la enzima Eco RI, para facilitar las 
manipulaciones geneticas posteriores. 

Se obtuvo un fragmento de aproximadamente 600 pares de bases, que fue 
clonado en vectores M13mpl8 y M13mpl9. 

Se ensayo la presencia del inserto en los clones con cortes de restriccion y se 
secuencio en ambas direcciones para conocer la secuencia completa, usando el metodo 
de Sanger. 

Dada la altisima autocomplementariedad que poseen regiones del gen, lo que 
provoca la aparicion de muchas y muy ambiguas compresiones en la radioautografia, 
fue necesario utilizar un kit de secuencia que utiliza Taq ADN polimerasa y bases 
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modificadas, con lo que se obtienen resultados de menor calidad pero que eli|r|£n las 
compresiones. El kit empleado fue el Ge«e aTaq de Pharmacia-LKB BiotechncJ^;- ■ - 

La secuenciacion completa de bases del ADN copia de la EPO humana aisf&fe^ 
clonado mostro que codifica para EPO, por lo que no bay errores en el gen presente en 
las celulas CHO recombinantes o en su transcription. 
EJEMPLO 9. ANALISIS DE LA EPO PRODUCIDA 

La EPO obtenida cultivando las celulas del presente ejemplo fue llevada a pureza y 
luego sometida a diferentes estudios de calidad e identificatorios: 

a) En un gel desnaturalizante SDS-PAGE corrio como una banda ancha de 
alrededor de 30 kDa de peso molecular. Ver Fig. 1 . 

b) Esa banda fue reconocida por un anticuerpo monoclonal asi como por un 
anticuerpo policlonal contra EPO humana en un ensayo "Western Blot". Ver 
Fig. 2. 

c) El tratamiento con glicanasas probo la existencia de las cadenas glicosidicas 
en cantidad y peso molecular acorde a lo esperado. Ver Fig. 3 . 

d) La EPO producida mostro estar compuesta por una serie de especies de 
punto isoelectrico comprendido entre 3,0 y 4,5. Ver Fig. 4. 

e) La secuenciacion completa de aminoacidos de la proteina aislada y 
purificada a partir del sobrenadante de cultivo de las Hneas celulares 
transfectadas mostro total homologia con la EPO humana natural que posee 
la siguiente secuencia de 165 aminoacidos (SEC 1). 
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X sitios de glicosilacion 
f) La presencia de los cuatro sitios de glicosilacion sobre la cadena de 165 
aminoacidos asi como la estructura de hidratos de carbono, 
fundamentalmente los residuos de acido sialico terminates, fueron 
demostrados conjuntamente con su correcta actividad biologica in vivo, en 
el modelo de ensayo del raton policitemico ex-hipoxico, exhibiendo total 
paralelismo frente al estandar intemacional correspondiente. 
g) La productividad alcanzada medida por un inmunoensayo especifico fue de 
50 mg/litro de cultivo/dia. 

V. Description de Diagramas 

La Fig. 1 ilustra un analisis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de una 
muestra de la EPO obtenida segun el metodo descrito. En las calles 1, 4 y 7 se ven los 
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marcadores de peso molecular. En las calles 2, 3, 5 y 6 se corrieron diferente|»lasas de^_ 
EPO pura obtenida segun el proceso reivindicado. Puede apreciarse la pu 
producto obtenido y su peso molecular aparente de algo mas de 30 kDa que coincide 
con el de la EPO humana urinaria. 

La Fig. 2 ilustra un analisis "Western Blot" de una muestra de la EPO obtenida 
segun el metodo descrito. Se verifica la identidad de la EPO producida, ya que es 
reconocida por un anticuerpo antiEPO humana. En la calle 1 se corrio un estandar de 
EPO humana, en la calle 2 marcadores de peso molecular y en las calles 3 a 5 muestras 
de EPO obtenidas segun el metodo reivindicado. 

La Fig. 3 ilustra un analisis SDS-PAGE de una muestra de EPO pura obtenida 
segun el metodo descrito, tratada con glicanasas. Los marcadores de peso molecular se 
corrieron en las calles 1, A y 8. En las calles 2 y 7 se ve EPO sin tratar. En la calle 3 se 
corrio EPO tratada con O-glicanasa, se verifica la presencia de una O-glicosilaciou. En 
la calle 5 se corrio EPO parcialmente degradada con N-glicanasa, se verifica la 
presencia de 3 N-glicosilaciones con los pesos moleculares correspond! entes a los 
esperados para la EPO. En la calle 6 se corrio EPO degradada con O -glicanasa y N- 
glicanasa, obteniendose el peso molecular esperado para la proteina totalmente 
deglicosilada. 

La Fig. 4 ilustra un estudio de los puntos isoelectricos de muestras de EPO pura 
producidas segun el metodo descrito. Las muestras de EPO se corrieron en las calles 2, 3 
y 4, los marcaddores de punto isoelectric en las calles 1 y 5. Se verifica la presencia de 
las formas correspondientes a EPO, con puntos isoelectricos comprendidos entre 3,0 y 
4,5. 
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VT Reivindicaciones ^-M' 
Habiendo descrito y ejemplificado la naturaleza y objeto principal de^^e 
invcncion, asi como tambien la manera e„ m la misma se puede llevar a .a practfefcSe^ 
declara reivindicar como de propiedad y de derechos exclusivos: 

,. UNA LiNEA CELULAR PRODUCTORA DE ER1TROPOYETINA 
HUMANA RECOMBINANTE caracterizada porque: a) El gen codificante para 
EPO es el deUllado en SEC 4 y consiste solo de la parte codificante del gen 
humano de EPO, sin incluir secuencias de regiones flanqneantes 5' y 3' del gen 
de EPO que no codifican para la proteina, b) las construcciones geneticas 
utilizadas poseen, como elementos de control de la expresi6„ de EPO, un unico 
promotor y terminador viral, c) el metodo de construction del gen codificante 
para EPO utiliza ADN humano como material de partida. 
2. UNA LINEA CELULAR PRODUCTORA DE ERITROPOYETINA 
HUMANA RECOMBINANTE. segun la reivindicacMn 1 , caracterizada porque 
,os sistemas geneticos de expresi6» consisten de dos vectores que poseen como 
elementos de control do la expresicn de EPO solo el promotor temprano de virus 

SV40 y su terminador. 

3. UNA LiNEA CELULAR PRODUCTORA DE ERITROPOYETINA HUMANA 

RECOMBINANTE segun la reivindicacion 1, caracterizada porque los sistemas 
geneticos de expresi6n consisten de dos vectores que poseen como elemento de 
control de la expresifin de EPO el promotor temprano de virus SV40. 

4 . UNA LINEA CELULAR PRODUCTORA DE ERITROPOYETINA 
HUMANA RECOMBINANTE segun la reivindicaci6n 1, caracterizada porque 

comprende un vector pDHFR. 

5. UNA LINEA CELULAR PRODUCTORA DE ERITROPOYETINA 
HUMANA RECOMBINANTE segun la reivindicacion 1, caracterizada porque 
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las lineas celulares se seleccionan utilizando un doble sistema, I) resi$tencia 
geneticina y II) resistencia a cantidades crecientes de Metotrexato, vv 
6. UNA LINEA CELULAR PRODUCTORA DE ERITROPOYETINA 
HUMANA RECOMBIN ANTE segiin la reivindicacion 1 , caracterizada porque 
la EPO obtenida consiste de 165 aminoacidos segiin la siguiente secuencia: 
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X sitios de glicosilacion 
7. UNA LINEA CELULAR PRODUCTORA DE ERITROPOYETINA 
HUMANA RECOMBIN ANTE segiin la reivindicacion 1, caracterizada porque 
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produ ee can.idades sorprende— aHas de EPO, mayores 50 



de medio de cultivo/dia. 
, LINEA CELULAR PRODUCTORA DE ERITROPOYETINA riUMAt 
' RECOMBINANTE segun la reivlndicacion ,. caraderizada poroue las 

son celulas de mamifero. 
9 LINEA CELULAR PRODUCTORA DE ERITROPOYETINA HUMANA 
' RECOMBINANTE segun .a reivindicacWn I, caraderizada po^ue las celulas 
son ee.ulas CHO, COS, BHK, Namalwa, HeLa, Hep3B, HepG2 u o,ras 

de mamifero vTTTUA XT A 

10 Lt .EA CELULAR PRODUCTORA DE ERITROPOYETINA HUMANA 
' RECOMBINANTE segun .a reivindicactfn ,, carac.eri.ada po, q ue ,as celulas 

son celulas CHO o COS. 
n LfNEA CELULAR PRODUCTORA DE ERITROPOYETINA HUMANA 

... - 1 r^rarterizada porque las celulas 
RECOMBINANTS segun la reiv.r.d,cac>on 1, caraaenzad p 

son celulas CHO. fritrOPOYETINA HUMANA 

X2 LINEA CELULAR PRODUCTORA DE ER1TROPOYE 

RECOMBINANTE segun la reivindicacicn 1, caraCerlzada porque-eLAD 
genomico utUizado se obuene de globules blancos de ser humano. 



B I/O 51 D-U S S. A, 
hu/berto M. DE PASQUA1£ 
apoderado 
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VII. Diagram as 

Fig. 1 - Analisis por 
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Electroforesis en Gel de Poliacrilamida (SDS-PAG 
a 2 3 4 5 6 7 
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Fig. 2. Analisis "Western Blot" 
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Fig. 3. Analisis por 
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SDS-PAGE de la Digestion de EPO con Glicanasas^^...-;.;; 

8 

66,000 

36,000 
2^,000 

18,000 
14,000 




Fig. 4- Determinacion 
1 



de Punto Isoelectric (Isoelectroenfoque) 
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VIII. Deposito de Microorganismos | g/ 5, J 

El vector pDHFR fue depositado el 2 de febrero de 1999 en el banco^Reh^.. 
de ia Asociacion Banco Argentine de Celulas (ABAC) bajo el codigo de acceso^fe 
P-002. 

El vector pVex 1 fue depositado el 2 de febrero de 1999 en el banco de celulas 
de la Asociacion Banco Argentino de Celulas (ABAC) bajo el codigo de acceso ABAC- 
P-001. 

La linea celular recombinante reivindicada fue depositada el 2 de febrero de 
1999 en el banco de celulas de la Asociacion Banco .Argentino de Celulas (ABAC) bajo 
el codigo de acceso ABAC-L-200. 
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IX. Resumen 

El gen codificante para eritropoyetina humana (EPO) se obtuvo a partir 
genomico humano. El gen utilizado no incluye fragmentos de regiones flanqueanteT 
y 3' del gen de EPO que no codifican para la proteina. El gen fue clonado en un 
plasmido de expresion para celulas eucarioticas que tiene como unicos elementos de 
control de la expresion al promotor temprano de virus SV40 y su serial de 
poliadenilacion. Las celulas recombinantes resultantes de la transfeccion con las 
contrucciones geneticas utilizadas produce inesperadamente mas de 50 mg de EPO 
recombinante por litro de medio de cultivo y por dia. 
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